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湊 宏
肝内胆管癌 (intr ahepatic chola ngio c ar cin o m a, C C) の 形態像 と生物学的性状 と の 関連性を明 らか に する 目的 で , そ の 魁
織型, 分化度 , 肝 内 で の 占拠部位 と種 々 の 糖鎖抗原 の 発現や細胞動態 と の 関連性を検討 した . 対象は , 剖検肝62例と外科的切
除肝13例の 計75例 の C C で, 肝 内で の 主 な占拠部位に よ り肝門型44例 と末梢型31例に 2分 し, 鼠織学的 に , 高分化腺病21例 ,









, Ley, 腫 瘍 関連抗原 の 癌 胎児性 蛋白 抗原 (c ar cin o e mbryo nic a ntige n, C E A), 糖 質 抗原 1 9-9
(c arbohydr ate antigen ･ CA19-9)を ア ピ ジ ン ビオ チ ン 複合体(a vidin biotin per o xidas e cr plex , A B C)法で 染色 した ･ C Cの 分
化度と の 関連で ほ , A 塾塑物質 , Leb, Ley と C A 19-9 ほ C Cの 分化度の 低下 に 従 い 発現頻度 が低下 した (p<0.05). ま た ,
C Cの 分化度の 低下に 従 い 細胞で の 糖鎖発現の 極性も変化 した(つ ま り高分化腺病 で は核上 に 染 ま る塾 , 管腔 内面に染ま る塑 が
多く み られ , 低分化型腹痛 で は胞体に び ま ん性 に 染ま る塾, 周囲の 問質 が染 ま る塑が 多く み られ た). こ れ らの 極性の 変化 は ,
共焦点 レ ー ザ ー 顕 徽鏡で 明確に 示 され た . 他の 糖鎖抗原は比較的高頻度 に 発現 され , そ の 発現頻度は組織型や分化度と有意 な
関連はなか っ た . な お , 腺扁平上皮癌 は低分化腺病 と同様 で あ っ た . C Cの 主 な占拠部位 と糖鎖発現 との 関連性 で , 末梢型 よ り
肝門型 で A B H型 血 液型物質 の 発現が や や 高率 で あ っ た . C Cの 細胞動態 に関 して , 好銀性核小体形成体 (arg yrophilc
n u cle olar organize r r egio n s, AgN O R) 数と C Cの 分化度 とは , 負の 相関 を示 し 【高分化型腺癌 , 2.2 2 士0.21(平均値±標準偏
差); 申分化型腹痛 , 3.66土0.85; 低分化型腹痛 , 4.17±0.49], 分化度 の 低下 に よ り Ag-N O R数 は増加 した (p<0.01). 増殖細胞
核抗原(pr olifer ating c elln u cle ar a ntige n, P C N A) 陽性指数ほ ▲ 申分化塾腺病 で 24.0 土2,35, 低 分化型腺病 で 26.0 士4.89 で
あ っ た の に 比 し, 高分化型腺癌で は 10.8 ±2.1 4と低値を 示 した (p< 0.05). フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー (flo w cytom etry, F C M) に
よる D N A プロ イ デ ィ パ タ ー ン に 関 して , 高分化型 で ほ 異数倍体は33.3% と少な か っ た が , 申分化塾 で ほ84.6% , 低分化型 で
100%と異数倍体の 割合 が増加 した . リ ン パ 節転移を 有す る症例で は , D N A指数 が高く(転移有, 1 9例, 1.68 ±0.33対転移無 ,
4例 , 1.08士0.09. p<0.01), D N A指数は C Cの 転移能の 指標 と な る と考え られ た . な お ,
'
肝門型と 末梢型 と , 細胞 動態 の 各 々
の 指標 と の 間 に は 関連性がな か っ た . P C N Aと各種糖鎖抗原と の 二 重免疫染色に よ り, 細胞動態 と糖鎖抗原の 発現性と の 関連
性を検討 した 結果 ▲ 糖鎖抗原を発現する C C細胞の P C N A陽性指数 と背景 の C Cの P C N A指数と の 比較 で , CE A と Le
X
を
発現す る C C細胞 で の P C N A指数が有意 に 低値 で あ っ た (C E A, 34.1 ±7.4 対 3.6 ±2.5; LeX, 3 2.5 ±5 .3 対 4.5 ±3.7, P<0.01).
次に . 細胞動態と糖鎖( 抗原)発現性 と の 関係 を よ り 明確 に す る た め , ヒ ト株 化肝内胆管癌(C C K SI) を 用い 蛍光抗体法 と
F C Mを用 い て 検討 した . 糖鎖抗原 で ある C A 1 9-9. そ れ に 小麦胚凝集素(whe atger m ag glutinin, W G A), コ ン カ ナ バ リ ン A
(c o n c a n a v alin A, Co nA) レ ク チ ン レ セ プ タ ー (糖鎖)の 発現で 検討 した と こ ろ ∴定常期と対数増殖期 の 間で 糖鎖(抗原) 発現の
割合や蛍光強度に 差 は み られ ず, 糖鎖 (抗原) 発現と細胞動態と の 明 らか な関連性を見出す こ と ほ でき なか っ た . 本研究 の 結
果 , C Cに お ける糖鎖抗原の 発現頻度と パ タ ー ン と種 々 の 細胞動態 の 指標は , C Cの 観織学的, 生物学的悪性度をある程度反映
す る こ とが 示 映 され た .
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肝内胆管癌(intr ahepatic choIa ngio c ar cin o m a, C C) ほ肝内胆 され る時点 で すで に 進展 し て い る 例が 多く , そ の 予後 ほ 不 良
管上皮よ り発生する悪性腫瘍 で , 肝細胞癌 に つ い で多 い 肝原発 で , 発生機序や生物学的特性 に 関 して も不 明な 点が多 い .
悪性腫瘍であ り
-卜3)
, 近年 , 我が 国 で徐 々 に 増加 して い る . 最近 さ て , 多く の 腫瘍組織(例えば , 膀胱 , 肺 , 大 臥 子宮 , 口腔
の 画像診断学の 進歩に よ り早期 に 発見され る例もあるが , 診断 な ど) に お い て t 正 常観織 で 発現す る AB H 血液型 お よ び ル イ
平成 5年1 2月13日受付 , 平成6年1月31 日受理
A bbreviatio n s :A B C･ a Vidin biotin pero xidas eco mple x, AgN O R, a rg yrOphilic nucle olar o rganiz er r egio n s; A P,
alk al ine pho sphatas e; CA 19- , C a rbohydr ate a ntigen 19-9; C C, intrahepatic chola ngioca rcino m a; C E A,
C a r Cin o embryo nic a ntige n; Co nA, C O n C a nV alin A ; D A B, 3,3
,
-diaITlinobe n zidin etetrahydro chloride; DI, DN A
inde x; E D T A, ethyle n edia･min eteraac etic acid; F C M, flo w cyto m etry; FIT C, flu ore s c ein is othio cyan ate; H E,
肝内胆管癌の 病理学的研究
ス (Le wis, Le)血液型関連糖鎖抗原 が減少ある い は消失する こ
とが報告 され て い る
州
■ そ して , こ れ らの 糖鎖抗原 の 形質変化
が こ れ ら 腫瘍 の 悪性度や 予後 に 関連す る と 報告 さ れ て い
る 州 . また , 近年 , い わ ゆる腫瘍 マ
ー カ ー と癌の 悪性度 との 関
連性も指摘 され て い る ･ 例え ば , 糖質抗原 19-9(c arbohydr ate
a ntige n, C A 19-9) は , シ ア リ ル Le
A の 抗原 構造 を有す る腫
マ _ カ ー で あり10), C C例の 血 中で増加す る . 癌胎 児性蛋白抗原
(c ar cino e mbryo nic a ntige n･ C E A) もC Cの 代表的な腫瘍
マ ー
ヵ ー で あり , 血 液型物質と頼似の 多様な糖鎖構造 を有す ると さ
れて い る
Il ト l▲) が , そ の 正確な糖鎖構造に関 し不 明な 点が 多い ･
現在, C Cの 病態 と糖鎖発現と の 関連に 関 して い く
つ か 報 告例
がある
1 5} - 20) が ト 系統的な研究は著者 の 知 る限 り未だ な され て い
な い .
最近 , 腫瘍 の 細胞動態の 解析 の た め の 種 々 の 手法が ル
ー チ ン
の 病理 検査材料で応用され つ つ あ る ･ 例え ば好銀性核小体形成
体(arg yr ophilic n u cleolar orga niz e r regio n s, AgN O R) 染色で は
リボ ソ ー ム R N Aの 遺伝子と ル ー プを 形成す る核内非 ヒ ス ト ン
蛋白が ド ッ ト と して 可 染され , 細胞 の 蛋白合成や細胞増殖 と密
接な関連性 を有す る
21ト 23)
. また , 合成期の 細胞核 に 発現す る増
殖細胞核抗原(pr olifer ating c elln u cle ar a ntige n･P C N A)の 免疫
染色も 一 般的と な り , P C N A は, D N Aポ リ メ ラ
ー ゼ ∂の 補助
蛋白で あり ∴細胞 の 合成準備期(Gl期) 後期
～ 合成期(S 期) 早




. さ ら に , フ ロ
ー サ イ トメ ト リ ー (flo w cyto m etry,
F C M) に よ る核 D N A量 の 解析や プ ロ イ デイ パ タ
ー ン の 決
は , 腫瘍の 細胞動態 と生物学的特性等 の 解析 に 用い ら れ て い
る3 囲 3). こ れ らの 手法が , 現在 , 腫瘍 の 組織学的特徴 , 臨床的
特性 , 予後因子の 解析等に有用である と い う報告が な され つ つ
ある . しか し, C Cに 関 して こ れ ら の 手法を 用 い た 系統的 な報
告は殆 ど され て い な い
1g)22)
本研究 で は I C Cの 各種糖鎖抗原発現 を免疫覿織化学的手法
に よ り検討 し, 日常の 病理検査材料 に 応用可能な種々 の 検索法
を用 い て C Cの 細胞動態を調 べ , C Cの 臨床的, 病理 形態学的
特徴 との 関連性を検討 した . さ らに , C Cの 組織切片 を 用 い た
P C N Aと 糖鎖抗原 と の 二 重免疫染色お よ び ヒ ト 肝内胆管癌由
来の 培養株 C C K S 1
3▲)を 用 い た F C Mに よ る検討 に よ り , 糖鎖発
現と細胞動態の 関連性も合わ せ て 検討 した の で 報告す る ･
対象お よび方法
Ⅰ . 対 象
1 . C Cの 剖検お よ び外科的切徐例
金沢大学医学部第 2病理学教室 , 金沢大学医学部付属病院,
石川県立 中央病院 , 福井県立病院 , 富山市民病院 , 加賀中央病
院(1975年 ～ 1 992年) で経験 され た75例の C C症例(剖検例6 2
例 , 外科的切除例13例)を対象 と した . 外科的切除時 , あるい は
剖検時の 患者年齢ほ35歳 ～ 87歳(平均67歳)で , 男性4 3人, 女性
32人 で ある . 現在 , C Cの 先行病変 と して 知 られ て い る肝 内結
石症 即 6)が 3例 に , ト ロ ト ラ ス ト沈着紆
T)が 1 例 に み られ , ま
た
, 2例は 非胆汁性肝硬変(ウ イ ル ス 性)
38)に 合併 して い た - そ
の 他 の 例で は非特異的な反応性病変を み るか , ある い ほ 種々 の
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程度の 胆 道閉塞に 伴う変化を認め た . 病 臥 非癌部か ら数個の
組織片を採取 し, 1 0% 中性ホ ル マ リ ン で固定後, パ ラ フ ィ ン 包
唾 した . 各 々 の パ ラ フ ィ ン 包埋 ブ ロ ッ ク よ り20枚以 上 の 4ノ上m
の 切片を 作成 し, こ れ らの 一 部 を へ マ ト キ シ リ ン
･ エ オ ジ ン
(he m ato xylin a nd e o sin , H E) 染色, ゴ モ リ の 鍍銀染色 , ア ザ
ソ ･ マ ロ リ q 染 色 , 過 ヨ ウ 素酸 シ ッ フ (periodic a cid Schiff,
P A S) 染色, ア ル シ ア ン 青(pH 2.5) 染色 , ム チ カ ル ミ ン 染色に 用
い た .
2 . ヒ ト肝 内阻管癌由来培養株 C C K Sl
ヒ ト肝内胆管癌細胞株 C C KS l は, 60歳男性 の 肝内胆管細胞
癌患者 の 腹膜転移巣か ら ヌ ー ド マ ウ ス 皮下 に 移植 し, コ ラ
ー ゲ
ン ･ ゲ ル 上 微小外植片(micro e xpla nt) 培養法を 用 い て 癌細胞を
鈍化, 確立 した もの
34)で , 摘出腫瘍の 組織像ほ飾状構造を示 す
申分化塑腺病 で あ っ た . 純化 した 癌細胞は現在100代を 越 え て
継代維持 して お り , そ の 倍加時間は約60時間で , 単 ク ロ
ー ン 性
に 増殖 し , 染色体数ほ63個 で ある . C C K S l は上皮性結合を示
す多角形細胞で , シ ー ト 状単層性 に 増殖 し, 粘液産生が認め ら
れ る . ヌ ー ド マ ウ ス ヘ の 再移植 が可 能 で あ り, 腹膜転移巣の 癌
紅織 と同様の 申分化塾腺病を示 した . こ れよ り培養 フ ラ ス コ 内
で 継代3 日 目の 対数増殖期癌細胞と , 2週間後の 定常期癌細胞
を待た .
Ⅱ . 肝内胆管系の分類 と C C の肉眼的∴組織学的分類
肝内胆管ほ , 左右肝管合流部 よ り肝側の 胆管系で肝内に ある
もの と し , 左右肝軌 区域胆管(左右胆管の 第 1分枝で左菓 ほ
内側 と外側 , 右菓で は前方と後方), 領域胆 管(各区域胆管の 第
1 分枝で前方枝と下方枝) と そ の 末梢枝に分けた
冊 醐
･ ま た ,
本研究で ほ肝管 ～ 領域胆管お よ び そ の 第 1分枝を肝内大型胆管
と し , そ れ よ り肝側の 末梢枝を さ らに 隔壁胆管(小葉間胆管 よ
り大きく グ リ ソ ソ 鞘(グ鞘) の 中心 に 存在す るもの), 小葉間胆
管 (末梢グ鞘内 に み られ 径 20～ 40〃m の 小型小葉間胆管 と
40～ 80〃m の 中型小葉間胆管), 細胆 管 (小葉間 グ鞘内周辺に み
られ 径 2恥 m 以下の 胆管)と した . 大型胆 管と 隔壁胆管 は固有
の 胆管壁(細胞成分に乏 しい 層 状の コ ラ ー ゲ ン 線維 よ りな る)
を 有 し, 一 層 の 阻 管上 皮が 内陸を被う. 胆管壁周囲 の 疎な線締
結合繊ほ胆管周囲組織 であり , 大型胆管周囲に 沿い 胆管付属腺




41りこ従い , C C を肉眼的 に 末梢塑31例 と肝門型44例
に 分けた . 末梢塾は主 腫瘍が肝門部 よ り離れ肝実質内に 位置す
るもの で , 肝門型と は主 腫瘍が肝門部 に 位置 し, 肝外発生を示
酸する明瞭な像が な い もの と した . 組織学的に は , 胆道 癌取扱
い 規紆2)に 従い 準拠 し, 腺病 と腺扁平上皮癌に 分類 した ･ 前者
は さ らに 細胞学的 , 構造学的異型度 に よ り高分化型 , 申分化
軋 債分化型腺病に 亜 分撰 し た . な お , 観織 学的 な分燥 に 際
し, 最も多く み られ る組織像 を , 各例の 組織像と した ･
Ⅲ . 糖鎖抗原の免疫組織化学
1 . 免疫染色
免疫覿織学的に 検出を試み た糖鎖抗原は t 血 液型関連物質と







y 抗原 , 腫瘍 関連抗原 と して
C E A, C A 1 9-9(シ ア リ ル LeA) で ある (表1). 免 疫染 色ほ ,
Hsu ら
43) に 従 い ア ピ ジ ン ビ オ チ ソ 複 合体 (avi din biotin
he mato xylin a nd eosin; Ig, im m u n oglobulin; Le, Lewis; LI, 1abeling inde x; P A P･ per OX
idas e a ntiper o xidase
c o mple x; P B S, phosphate buffered salin e; P C N A･ pr Oliferating c e11n u cle
ar a ntige n; PI, PrOpidiu m iodide;
W GA; Wheat ger m agglutihin; S 乳 合成期･; グ軌 グ リ ソ ソ 鞘; Go 臥 休止 凱
I G一･i 合成準備斯-
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per o xida s e c o mplex, A B C) 法で 行 っ た ･ すなわ ち各切片を脱
パ
ラ フ ィ ン 後 , 内因性 ペ ル オキ シ ダ ー ゼ を 0･3 % H202 加 メ チ ル ア
ル コ ー ル で20分間 ブ ロ ッ ク した 後, 非特異的化学結合反応を防
止す るた め正 常動物血清 で15分間処置 した ･ 続い て 表 1 に 示 す
1次性 モ ノ ク ロ T ナ ル 抗体を各 々 , ス ラ イ ド上 で 4 ℃で
一 晩反
応 さ せ た . ビオ チ ソ 化 抗 マ ウ ス イ ム ノ ダ ロ ブ リ ン (im m u n o
globulin, Ig) G 凌〉る い は IgM 抗体(2次抗体) (20倍希 軋
Ve cto,, Burlinga me, C A, U S A) で 30分間室温 で 反応 さ せ ,
0.01 M リソ 酸 緩 衝 生 理 食塩 水 (pho sphate-buffe red saline･
P B S) (pH7.2) で 洗浄後 A B C溶液 (Ve cto r) で40分間室温 で 反
応 させ , 反応物を 30 % H2022恥1加 0･2 % 3,3
'tジ ア ミ ノ ベ ン チ ジ
ン 4 塩 酸 塩 (diamin obe n zidin e tetr ahydr o chloride, D A B)
(Sigrn a, St. Lo u s, M O, U S A) 溶液で 可視化 した ･ へ マ トキ シ リ
ン で核染を 行い 脱水封 入 した . 各反応過程間は , P B S で十分 に
洗浄後行 っ た .
なお , 陰性対象ほ 1次抗体の 代わ りに 非免疫 血清や P BS を
用 い た 染色で , 陽性像 が消失する こ と をも っ て 確認 した ･
2 . A B O 血液型 の 判定
患者 の A B O式血 液型ほ , Ter ada ら
棚 に 従い , 染色 した切片
中の 赤血球の 染色態度 よ り判断 した ･ 例えば , 赤血 球が A 型あ
る い は A 塑 と H妻凱 B 型抗原あるい は B 型と H 型に 陽性 の
場乱 それぞれ A 型 と B 型 と し た ･ ま た赤 血 球 が A 型 と
B 塑抗原共に陽性 であれば A B型 と判定 し, H 型抗原の み 陽性
の 例 は , 0 塑 と した . A BO 血液型忙関 して は , 検索 した7 5例
軋 2 9例が A 軋 15例が B 乱 7例が A B至凱 24例 が 0 型
と判定 され た .
3 . 共通点 レ ー ザ ー 顕微鏡に よ る観察
C C lO例 に つ い て , 1 5〃m の パ ラ フ ィ ン 切片を作成 し, 蛍光免
疫染色 を行 っ た . すな わ ち , 脱パ ラ フ ィ ン 乱 抗 A･ C A 19一説
C E A, Le
X
モ ノ ク ロ ー ナ ル 1 次抗体(表1)を 4 ℃ で 一 晩反応さ
せ , ビ オ チ ソ 化 抗 マ ウ ス IgG あ る い ほ IgM (2 次抗体 ･
Ve ctor) を30分 , 次 い で ス ト レ プ ト A B C/ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ
タ ー ゼ (alkaline pho sphatas e. A P) (D A K O, Glo strup･
De n m ark) を40分間反応させ , ベ ク タ
ー L/ ッ ドキ ッ ト (Ve cto r)
で 発色 した . ベ ク タ ー レ ッ ドは 掛 ､蛍光性を 有 し, ロ
ー ダ ミ ン
と同様の 励起 フ ィ ル タ ー シ ス テ ム で 鮮赤色の 蛍光を発す ると さ
れ , 本研究で も同様の 赤色蛍光 を示 した . 共焦点 レ
ー ザ ー 顕微
鏡 は オ リ ン パ ス (東京)の L S M- G B 200 を使用 し, 51 4･ n m の
ア ル ゴ ン レ ー ザ ー 光 と 615n m の ロ ン グ パ ス バ リ ア ー フ ィ ル
タ ー に よ り蛍光 を得た .
Ⅳ . 細胞動態解析
48例の C C症例(剖検4 0軌 外科的切除 8例;肝門型24軌 末
梢型24例; 高分化型13例 , 申分化型1 9例, 債分化型1 5例 , 腺扁平
上 皮癌 1例) を用 い , 以下 の 検索を 行 っ た ･
1 . AgN O R染色
Cr o cker ら
45}の 方法 に よ り , 脱 パ ラ フ ィ ン 切片を ゼ ラ チ ン 加
1% 蟻酸溶液と50% 硝酸銀溶液の l‥2 混和液内で30分間反応
させ , 洗浄後 , 5 %チ オ硫酸 ナ ト リ ウ ム で 5分間処置 し, 0･3%
メ チ ル グ リ ー ン 溶液 で核染 し , 脱水 , 封入 した . 黒色 ～ 黒褐色
な明瞭な ド ッ ト を 陽性 と し, 各 々 の 例で100個の 癌細胞(代表的
な組織像 を 示す部位) と1 0 0個 の 非癌 部 阻 管 上 皮 の 核 の
AgN O R数を 油浸 レ ン ズ 下で 数え , 各例 で の 代表的な分化度の
部位 で , 平均 AgN O R数 を算出 した ･
2 . P C N A染色
モ ノ ク ロ ー ナ ル P C N A抗体 (表1) を 用 い , A B C法 で
P C N Aの 検出を 試み た . P CN A染色の 判定は核が明瞭 に 褐色
に 染色 され るもの を 陽性 と し ∴瞳瘍 の 代表的 な部分 胤 織像あ
る い は分化度) で ▲ 1000個の 癌細胞中の PCNA 陽性細胞 を数
え , パ ー セ ン ト で 示 した [P C N A陽性指数 (P C N A labeling
inde x, P C N ALI)].
3 . F C Mに よ る解析
Hedley ら
46)の 方法 に 従 い , 個 々 の ブ ロ ッ ク よ り 50FLm 切片を
数枚作製 し, 脱 パ ラ フ ィ ン 後 , 0.5% ペ プ シ ン (Sigm a) 加 生理
的食塩水(pHl.5) で37 ℃, 60～ 90分間処理 し単離細胞 と した
後, 45〃m 孔を 有する ナ イ ロ ン メ ッ シ ュ (飯田製作軌 大阪)で
濾過 し , 2000 回転/分 で遠心 軋 沈殿物 を さ ら に P B S で洗浄遠
心(2000 回転/分) した . 50鵬/ml の プ ロ ビ ジ ウ ム イ オ ダイ ド
(propidiu miodide, PI) (Sigm a)(3～ 5ml) で , 核 D NA を蛍光染
Tablel. T helist of a ntibodie s a nd le ctin s u sed in this study, their
specificty･ dilutio n arLd s o ur ce
慧法認謡
O nal Carbohydr ate binding spe cificty 慧慧
So ur c e(1abo ratoけ)
a nd le ctin s
Anti-A (m o u s eIgM)
AntトB(m o u s eIgM)
Anti- H(m o u s eIgM)
Anti-Le
▲ (m o u seIgM)
Anti-Le
b(m o u seIgM)
Anti-Le‡ (m o u s eIgM)
Anti-L ♂(m o11S eIgM)
Anti- C A 1 9-9(m o u s eIgG l)
Anti- C E A(m o u s eIgG l)
Anti-PCNA (m o u seI&G2a)
FI TC- WG A
FI T C- o nA
GalNac(Fu c al-2)Galβ1-3(or4) GIcN Acβ1-R
Galal-3(Fu c al-2)Galβ1-3(or4)GIcN Acβ1-R
(Fu c al-2)G alβ1-4 GIcN Acβ1- R
Ga.1β1-3(Fu c al-4) GIcN Acβ1.R
(Fu c αト2)Galβト3(Fu c αト4)GIcN Acβ1
-R
GalPlq4(Fu c aト3)GIcN Acβ1AR
(Fu c al-2)Galβ1-4(Fu c aト3)GIcN Acβ
Ne uAc α2-3 G dβト3(Fu c αト4)GIcN AcβトR
β(1 →4)｣ひN-a C etylglu c o 姐 min e o馳 o m er,
sia玉c 且Cid
α-D-M 8n nO S e>α -D-G lu c o s e
1:70 D A K O, Carpinteria, C A, U S A
l:35 D A K O, Ca rpinteria, C A, U S A
l:75 D A KO, Ca rpinteria, C A, U S A
l:4 00 Koku sai-S hiyaku , Kobe
l:8 00 Koku sai-S hiyaku, Kobe
l:100 Sign et, Dedha m, M as s, U S A
l:50 Sign et, Dedham , M as s, U S A
l:10 CIS, Cedex, Fr a n c e
l:40 D A K O, Glostrup, De n m a rk
l:200 No v oc a stra, Ne w c a stle , U X
l:100 Ve cto r, Bu rlinga m e, CA, U S A
l:100 Ve ctor, Bu rlinga me , C A, U S A
flu or e sceinl･is othio cya n ate (FIT C)ヾOnjugated whe at ge r m ag glutinin; FIT C
- o nA･ FIT C- O njugated
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c o n c a n a v alin A; G al N Ac, N～ aCetylgala cto s amin e; Fuc･ fu c o se; Gal･ gala ct
o s e; GIcN Ac･ N- a Cetylglu c o s amin e; Ne uAc･
N- & C etyln eu ra minic & Cid; CIS, CIS BioInter n atio n al;I
C N･ IC N Im m u n obiolo&icals･
Le, Lewis; FI TCJW G A.
肝内胆管癌の 病理 学的研究
色 した . 蛍光顕微鏡(オ リ ン パ ス , 大阪)で単離細胞核が 明 瞭に
赤色蛍光を示 して い る こ と を 確認 した 後 , フ ロ
ー サ イ ト メ ー
タ ー (E PI C S-C Sca n, Co ulterIn c･ , Hiale ah, F L, U S A) で , 約
2 万個 の 細胞核の D N A量を 測定 した . 2倍体(diploidy)の コ
ン ト ロ ー ル と して 同 一 症例の 非疲瘍部肝阻織 の 正 常細胞を同様
に 処理 し用 い た . そ して , 変動係数が 8% 以下の29例 を用い ,
以下の 検討を 行 っ た . 2倍体ほ 単
一 の 休止期(Go 期)+ Gl 期 の
ピ ー ク がみ られ るもの と し , 異数 倍体(a n e uploidy) ほ 複数 の
G｡+ Gl期 の ピ ー ク が み られ るも の と した
4丁)
. ま た , DN A指 数
は , 異数倍体の G｡+ Gl 期 の ピ ー ク チ ャ ン ネ ル 数 を 2倍体の
G｡+ Gl 期の ピ ー ク チ ャ ン ネ ル 数 で除 した値 と した ■
4 . 同 一 の C C例 の 腫瘍内の 異なる部位 での 細胞動態の 違 い
の 検討1 4例 の C C症例に つ い て , 核 D N A量や プ ロ イ デ ィ パ
タ ー ン , D N A指数を 検討 した .
5 . 各 々 の 細胞動態指標間で の 検討
8例の C C からの 同 一 ブ ロ ッ ク を 用い , 上述 の 3種 の 方法で
CC の 細胞動態の 解析 を試み , 相互 の 関連性を比較検討 した .
Ⅴ . 糖鎖抗原発現 と細胞動態 との 関連性
1 . 二 重免疫染色法
腫瘍 の 増殖能 と糖鎖抗原発現 と の 関連性 を 知 る た め に ,
P C NA と 4= 種 の 糖鎖抗原(A 型, C A1 9-9, C EA, LeX)と の 二 重
染色
48)
を C C 5例 で 行 っ た . 二 重 染色ほ PC N Aを ペ ル オ キ シ
ダ ー ゼ抗 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 複 合体 (pe ro xida se a ntiper o xida s e
c o mple x, P A P) 法
49) に て , 糖 鎖 抗原 を A B C/A P で染色 し
た5Q). す なわ ち 4/皿 の 切片を 脱パ ラ後, 内因性 ペ ル オ キ シ ダ ー
ゼを ブ ロ ッ キ ン グ し , 正 常 血 清 で 処 理 後 , 抗 P C N Aモ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗体(表1)で 4 ℃ で一 晩反応 させ た 後 , ウ サ ギ 抗 マ ウ
ス 免疫 グ ロ ブ リ ン (D A E O) を 室温 で30分間反応 さ せ , 次 い で
P A P を30分間室温 で 反応させ た . そ の 後 H202加 D A B で反応
物 を発色 させ た . 次に , 一 次抗体を 洗浄する ため 各切片を グリ
シ ソ 塩酸溶液(pH 2.2) 内で 2時間室温 で濃押 した . 次い で , 各
糖鎖抗原 に 対する 1 次抗体で 4 ℃で 一 晩反応 させ た . こ れ らの
切片を , ビ オチ ン 化 2次抗体 と室温 で30分間反応 させ , ス ト レ
プ ト A B C/A P, ベ ク タ ー レ ッ ドキ ッ ト で 反応 , 発 色 させ た .
P C N A は増殖細胞 の 核内に 褐色に 染色 され , 糖鎖抗原は腫瘍細
胞ある い は非腫瘍部の 胆管上皮 の 細胞質内に 赤燈色に 染色 され
た . 各症例 に お い て , 1 000個 の 癌細胞 を , 糖鎖抗原発現に 関係
なく腫瘍全体 で数 え , P C N A陽性細胞数の 割合(P C N A LI)を
求め た . 次 い で , 糖鎖抗原が陽性 の 細胞 1 000個中で の P C N A
LI を数 え , 腫瘍全体の P C N A LI と比較 した .
2 . 株化 C C培養細胞 CC K Slで の 細胞動態 と糖鎖抗原発現
と の 関連性
1) 蛍光抗体法に よ る検討
フ ラ ス コ 上 に 増殖 した 培養癌細胞を70%ア ル コ ー ル で30分間
固定 し, 以下の 染色を行 っ た . 糖鎖抗原 と して C A 1 9-9抗体を
用 い , 2 次 抗体 に フ ル オ レ セ イ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト
(flu or e sc ein is othio cya nate, FITC)標識抗 マ ウ ス 免疫 グ ロ ブ リ
ン (Sile n u s, Victo ria, Au str alia) を 用い た 間接法 を行 っ た . ま
た , レ ク チ ソ に よ る糖鎖 の 検出 と して FI T C標識小麦胚凝集素
(whe at ger m a,gglutinin, W G A), 同 コ ソ カ ナ バ リ ソ A
(co n c a n a v alin A, Co nA) (Flu or e s c ein Le ctin KitI, Ve ct■or)を
用 い , 直接法に よ り行 っ た . な お , W G A は D-N- ア セ チ ル グ ル
コ サ ミ ソ の オ リ ゴ マ ー , シ ァ ル 酸 と印
52)
, ConA は D-マ ン ノ ー
ス
,
~~D- グル コ ー ス 53)5ナ) と特異的に結合す る こ と が知ち 息 て い る .
333
そ れ ぞれ の 反応は 4 ℃で一 晩行 い , PI(5pg/ml)で , 核 D N Aの
染色を行 っ た . 次い で , 実体蛍光顕微鏡(オ リ ン パ ス) で 観察
し , 増殖期癌細胞と定常期癌細胞 の 間で 陽性細胞 と蛍光強度を
比較検討 した .
2) F C Mに よ る検討
F C Mに は , 増殖期癌細胞 , 定常期癌細胞 を , それ ぞれ0.02%
エ チ レ ン ジ ア ミ ン 4 酢 酸 (ethyle n edia min etetr a a c etic a cid,
EDT A) (半井化学, 京都) 加0.25% トリ プ シ ソ (Difc o, Detroit,
M I
,
U S A) 溶液で37 ℃, 5分間処理 して 単離細胞と した . 次 い
で , 70% ア ル コ ー ル 固定後 に , 蛍光抗体法に て , 上 記糖鎖抗原
を免疫染色 し , そ の 後 PI で核 DNA を染色 した . 次 い で ,
FCM (EPIC S-C Sc a n)を 用い , 各抗原の 発現量を線色蛍光量 に
よ り , D N A量を赤色蛍光量に よ り, 細胞の 大きさ を 前方散乱
光に よ り測定 し, 各抗原の 発現量 と D N A量 よ 各抗原の 発現量
と大きさ と の 関係を 両パ ラ メ ー タ を 示 す グ ラ フ に よ り検討 し
た .
Ⅵ . 統計学的検討
統計学的検討 ほ , X2 検定, Student の t検定 , ス ペ ア マ ン 順




1 . 非癌部胆管上皮に お ける糖鎖抗原の 発現
A BH 型物質は l 大型 の 胆管上皮 お よび 胆管付属腺に 発現 し,
小型の 小葉間胆管や細胞管に は 殆 ど発現が なか っ た . 胆 管上 皮
に お け る A 型抗原 は 一 A 塾 患者 (96.6 %) と A B 型 患者
(100 %) の み に , B 型抗原は , B 型患者(73.3 %) と A B塑患者
(85.7 %) の み に 発現が み られ た . H 型抗原は , 全て の 種類 の 血
液型 に 高率に 陽性 で 全体と して85.3%に 陽性で あ っ た . Le
y と
CA19-9 ほ 全て の 症例の 大型胆管上皮 , 附属腺お よ び小型胆 管
上皮 に 発現が み られ た (96% 対100%). 一 方 , C E A は非癌部胆
管上皮 に は 発現が なか っ た . LeX は ほ と ん どの 胆管上 皮 に は 陰
性であ っ た が , 一 部の 付属腺や過形成性の 胆管上 皮に 陽性像が
み られた .
2 . C Cの 肉眼像 卜 組織型 , 分化度と糖鎖の 発現
組織学的 に , C C71例が腺病(肝門型42例; 末梢型29例) で ,
4例が腺扁平上皮癌(肝門型 2例; 末梢型 2例) で あ っ た . 腺病
は さ らに 高分化型21例 (肝門型1 3例; 末梢型 8例), 申分化型26
例(肝門型16例; 末梢型10例), 低分化型24例(肝門型13例;末梢
型11例) に 分類 され た ( 図1).
A B H 血液型に 閲し , A 型抗原 の 発現ほ , A 型 , A B型患者
の C Cの それ ぞれ72.4%と42.9%に 発 現 し , B 型 ほ B 型 I
A B型患者 の そ れ ぞれ26.7%と28.6%に 発現 した . H 型抗原ほ
全血液型で 発現 し, 66.7%で 陽性であ っ た . な お , A B H型の 発
現 は患者の 血 液型に 一 致 し , 異な る 血 液型 の 発現 ほ み られ な
か っ た . 肉眼分頬と の 対応で は , 末梢型に 比 べ 肝門型で やや 高





, Ley, C A1 9-9, CEA も同様 の 憤向がみ られ た (表2).
なお , Le 抗原 , C E A, C A 19T9 ほ, A B H型物質に 比べ 高頻度 に
発現 した .
腫瘍の 組織塑別 , 分化度別の 染色結果を表 3に 示 す. 腺病で
は A B H血液型物質の 発現は . C Cの 分化度の 低下 と共に低下
し , A 型 で は 有意 (p;< 0.05こ)∴三宅應･っ た . t-Le 血 液 型物質 ,
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C A 19-, C E A は低分化型腺病 で も , 比較的よ く 発現 が み られ
た が , Le
b
, Lel, C A1 9-9 は低分化型腺癌 で 高分化型腺癌 に 比 べ
有意に 低率 で あ っ た (p<0.05). 腺扁平上 皮癌で ほ , 各糖鎖抗原
の 発現率は中 ～ 低 分化型腺癌 で の 発 現率 に 類似 して い た (表
3).
3 . 糖鎖抗原の 踵癌細胞内で の 局在
C Cの 踵瘍細胞内で の 局在 パ タ ー ン は 核上 型 , 管腔型 , 膜型 ,
び ま ん型 , 問質型 の 5種 に 分 額 で きた (表4). 核上 型ほ 糖鎖抗
原の 発現が核上部 の 細胞質に み られ るもの で あり , 管陛型は 管
腔面の 細胞膜部 に 線状 に 陽性像が み られ るもの , 膜 型ほ全細胸
膜が陽性で あるも の , び ま ん型 ほ細胞質全体が極性 なく染色さ
れ るもの で , 問質型は主 に 腫瘍細胞 周囲 の 問質に 陽性像 の み ら
れ るもの で ある . 個々 の 染色 バ ー タ ン は共焦点 レ ー ザ ー 顕微鏡
で よ り明 瞭に 示 され た (図 2). つ ま り , 共焦点 レ ー ザ ー 顕微鏡
Fig.1. Histologic al fe atu r es of chola ngioc arcin o m a of vario u sdiffer entiatio n･ A ‥ W e11 differ e ntiated ade n o c ar cin o m a･ B‥
Mode rately diffe re ntiated ade n o c ar cin om a. C: Po o rly differ e ntiated ade n o c ar cin o m a･ D: ade n o squ a m o u s c a rcin o m a･ (HE
Stainings, Origin al m agnific atio n X200)
Table2. Expression of c a rbohydr ate re sidu e sin hilar a nd pe ripheral type s of
Chola ngio carcino m a
Nu mbe r(%)of c arbohydr ate r e sidu e-pOSitiv e c a s e sin
Antige n
































A)Nu mber of ca s e s e x a min ed.
b〉Cas e sbelo nging to A a nd AB.
C)Ca s e sbelorlging to B a nd A B.
J)Cases belo rlging to A, B, A B, OrO.
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Table3. Expr e ssio n ofc a rbohydr ate r e sidu e sin chola ngio c ar cin o m a
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Ratio(%)of ca rbohydr ate re sidu e-pOSitiv e c a se s
A de n o c arcin o m a(71)d
)12(euW M ode rate(26)







Aden o squ m a o u s




































































































































































































































W ell, W e11 differ e ntiated; Moderate , m Oder ately diffe re ntiated; Po or, pO O rly differ entiated.
一
, negativ e; 士 . w e ekly or o nlyfo cally positiv e; + . po sitiv e.
8)Nu mber of c as es e x a min ed.
Table4. T he n u mber of c a se s of chola ngio c a rcin o m apr e se nti g indivi dual im m u n o staining
patte rn of c a rbohydr ate r esidu es
Nu mber
Antige n Type of of
C ar Cln O m a C aS eS
Nu mber of c a se s showing








































































































































































































































































































W ell, W etl diffe re ntiated ade n o c ar cin o m a; Mod, m Oderately diffe re ntiated ade n o c ar cin o m a; Por･
po o rly differ entiated ade n o c a rcin o m a: A dsq, ade n osqu arTlOuS C ar Cin o m a; Sp･ S uPra n u Cle arty pe ;
Ap, aPical s u rface ty pe; M e m, m e mbra n ety pe ; Diff･ diffu s e cytopla s mic ty pe: Stm ･ StrOrn al
ty pe･
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に よ り , 陰性部 の バ ッ ク グ ラ ウ ン ドは 減弱され , 焦点部の 細胞
内糖鎖抗原陽性部ほ種 々 の 角度 よ り拡大観察 され , よ り明 瞭な
局在が観察できた .
C Cの 同 一 症例内で , 上述 の 種 々 の 染色 パ タ ー ン が混 在 して
み られ たが , 最も優勢な染色パ タ ー ン を個 々 の C C例 の 染色パ
タ ー ン と した . 糖鎖抗原の 発現 パ タ ー ン ほ , 各 々 の 抗原で や や
異な っ て い たが , 高分化型腺病 で は l 核上 型 と管腔型が多くみ
られ , 低分化型腺病や腺扁平上皮癌 で は び まん 型 と膜型が多く
み られ , 申分化塾 で は , 管腔型と び ま ん塾 が主 に み られ た . な
お , 膜塾ほ腺扇平上皮癌 に 多 い 傾向に あ っ た (図3). 10例に 間
Fig. 2. Irn age s of im m u n oflu ole sc e nt stainings by c o nfo c aI las er s c a n ning mic r os
c op y･ A :In the w e11 diffe re ntiated papillary
ade n oc arcin o m a, blo od gro up ty pe A a ntige nis positiv ein the lu min als u rfa c eof tu m or c ells (bright ar e a)･ B: A a ntige nis a
diffu s eIy or m e mbr a n ou sly e xpr e ss ed in the po orly differ e ntia･ted ade n oc a rcin o m a･
B D
Fig. 3. Im m u n ohisto chemic alstaining of carbohydr ate r esiduesin cholangioc arcin o m a. A:In w ell differ e ntiated ade n o c ar cin o m a,
c arbohydr ate a ntige n (Le wisy) is e xpr e ssed in the s upra n u cle ar cytopla s m (a rro w s). B: In the po o rly differ e ntiated
ade n oc a rcin o m a, C arbohydr ate a ntige n(Blo od gr o up ty pe A a ntige n) is stain ed diffu s ely in the cytopla s m (arr o w s)･ C:
Mer nbra n ety pe e xpr es sio n of c arbohydr ate r esidu e s(Le wisX) is se e nin the ade n o squ a m o u s c ar cin o m a. D: Str o m al type
staining is r e c ogniz ed in po orly differ e ntiated ade n oc a rcin o m a(arr o w s). (Im m u n o stainings, A B Cm ethod, Origin al m agnific atio n
X200)
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質型が み られ , そ の う ち 4例は 申分化塾腺癌 で , 6例が 低分化
型腺癌であ っ た (図3, 表 4).
4 . 同 一 症例内の 異な る部位 で の 糖鎖抗原の 発現
C C lO例を 用 い て , 同 一 例 で組織学的 に 異な る 分化度内で の ,
上記の 核糖鎖抗原 の 発現様式 を検討 した . そ の 結果 , 同 一 症例
内で も , 組織学的 に 分化度の 異 な る部位で は 1 異な る糖鎖発現
様式が み られ た (表5).
Ⅱ . 細胞動態学的解析
1 . AgN O R数 (図4)
非癌部胆管 上 皮20例 で の 平 均 AgN OR 数 l.89士0.15と
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1.61- 2.1 0(平均値±標準偏差と範囲) に 比べ , C C 48例 で の 癌
部で の AgN O R数は 3.45 ±0.93 と 1.91- 5.01 で高値で あ っ た
(p<0.01). また , 癌細胞 で ほ非癌部胆管上皮に 比 べ 不 整形を 示
す ド ッ トの 増加がみ られ た . 腺癌 の 分 化度に よ る検討で は , 高
分 化型 で 2.22 土0.21. 申 分化型 で 3.66 ±0.85, 低 分 化 型 で
4.17土0.49で あり . AgN O R数 は 分化度の 低下 に 従 い 増加 した
(p<0.01). 腺扁平上 皮癌 で ほ 低分化腺病と ほ ぼ 同様 の AgN O R
数を 示 した . なお , 肝 門型と末梢型と の 間 で AgN O R数に 差ほ
なか っ た (表 6). 他臓器 へ の 転移 , リ ン パ 節転移の 有無や程度
と AgNO R数と の 間に 関連性は なか っ た (表7).
Table5･ Expr e ssio npatter n of c a rbohydrate r esidu esin the differe nt pa rts(w ell differ e ntiated v spo orly diffe re ntiated)ofthe
Sa m e C aS eOf l Oca se s of chola ngio c ar cin o m a
A B
Cas e
n u mbe r





C A 1 9-9 C E A






































































































































































































W , m O rediffe re ntiated ar e a; P, 1e ssdiffe re ntiated a re a; - , n egativ e; Ap, apic al type; M , m e mbra n ety pe; D, diffu s ety pe;
St, StrO m altype.
In obliqu e style s ar e c a se s which sho w sa. m e staining patter nboth in W a nd P.
Table6･ AgN O Rs n u mber, P C N A labe ing inde x, D N A inde x, a nd ploidy patter nin hilar 8 nd peripheral type of
Cholangioc a rcin o m a(CC)
Lo c ation & rnateria) AgN O R P C N A LI DI Ploidy











19.9 土6. 鎚 (9)
(0)




















Su rgical. s u rgic alca s es; Autopsy, a utOPSy C aS e S.
A)Nu mber of c as e s e x a min ed.
*
, Statistically n ot signific a nt.
Table7. Relatio n ship of AgN O Rs n u mber, P C N A labeling inde x, D N A inde x, a nd ploidy patte r n of chola ngioc a rcin o m ato
e xtrahepatic m eta sta sis(a.utopsy c a se s)
Statu s of m eta sta sis AgN O R P C N A LI DI Ploidy
(m e a n士 S D) (m ea n士 S D) (m e a n土 S D) Diploidy An e uploidy
Dista nt orga n m eta sta sis
(- )
Dista nt orga n m eta sta sis
(+)
Regio n al lym ph n ode
m eta stasis(-)













1. 08 士0. 9(4)r
P< 0.01
1.63土0.33(19)｣




(+), PO Sitiv e;(- ), n egativ e.
-)Nu mber of cas e s e x a min ed.
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2. P C N A LI
腺癌 で ほ l 高分化型で 10.8 ±2.14, 申分化型 で 24.0 士2.35, 低
分化型 で 26.0土4.89で , 高分化型 に 較 べ 申分化塾 , 低分化型 で
P C N A LI が高値 で あ っ た (p<0.01). 肝門型 C C と 末梢型
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Fig. 4. Sc attergr a m of arg yophilic n u cle olar orga nizer
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の 転移 , リ ン パ 節転移の 有無や程度 と P C N A LI との 間に 関連
性ほ な か っ た (表 7).
3 . F C Mに よ る核 D N A量の 検討
29例中23例 の プ ロ イ デ ィ パ タ ー ン は異数倍体(79.3 %)で , 残
り の 6例が 2倍体(20.7%)で あ っ た . 組織学的分化度 との 関連
性で は , 高分化型の 4例(66.7 %) が 2倍体 , 2例 (33.3 %)が異
数倍体 , 申分化塑 の 2例(1 5.4 %) が 2倍体 , 11例 (84.6 %)が異
数倍体 , 低分化型腺病 で ほ 9例全例が異数倍体 を示 した . 高分
化型に 較べ , 申分化型 , 債分化塑で異数倍体 の 占め る割合が多
か っ た(p<0.05). 肝 門型 C C と末梢型 C Cと の 間 で プ ロ イ デ ィ
パ タ ー ン の 割合 に 差 はな か っ た (表6). 他臓器 転移 お よび リ ン
パ 節転移 と の 間に ほ有意 な関連性ほ な か っ たが , 転移例 で 異数
倍体の 占め る割合 が高く な る優向があ っ た (蓑7).
次 に , D N A指数 を検討 し た . C C全体 で は 1.47 ±0.38と
ト 2,25(平均値±標準偏差 と範囲)であ り, 分化度別で は 一 高分
化型 6例 で ほ 1.25 ±0.37, 申分化型13例 で ほ 1.38 土0.32, 低分
化型 9例 で は l.79土0.3 2で , 腺 病 の 分化度 の 低下 と共 に ,
D N A指数は高値と な っ た が , 有意差は なか っ た . な お , 腺扁平
上 皮癌 で ほ1.5 5で あ っ た . 肝 門型 C C と末梢型 C Cの 間 に
D N A指数 に 有意な差は な か っ た (表6). リ ン パ 節転移陽性症
例ほ , 同陰性例 に 比 し, D N A指数 が高値を 示 し (p<0.01), 臓
器 転移例 で も 同様 の 傾向 を 認 め た が , 有 意 差 は な か っ た
(0.05<p<0.10)(表7).
4 . 同
一 症例 の C C内2 ケ 所で の 細胞動態的指標
AgN O R数 は分化度 の 低い 部分で高値 を示 した (例え ば 高分
化部, 2.28土1.14; 低分化部, 3.84 ±1.40)(表 8). C C 14例 の 内
11例で 同様 の プ ロ イ デ ィ パ タ ー ン を 示 した . 内, 1例が 2倍体
であ り, 10例が 異数倍体 であ っ た . 3例(27 %)で 各 々 の プ ロ イ
デ ィ パ タ ー ン は 異 な っ て い た .
5 . 同 一 症例 , 同 一 部位で の 各々 の C Cで の 細胞動態指標間
の 関連性
AgN O R数 と P C N A LIと は正 の 相 関 を示 した (r = 0.795,
p<0.01). AgN O R と P C N Aの 二 重 染色 で は AgN O R数 ほ
Table8. Co mparis o n of AgN O Rn u mber sin differ e nt tw o c a n c er ous parts, Weu
differ e ntiated a re a a nd po o rly diffe re ntiated ar e a,in 14ca se s ofcho18 ngio c a rcin -
O m a































































p < 0. 01
p < 0. 01
p < 0.01












PC N A陽性細胞 で 陰性細胞よ り有意に 高値を 示 した (p<0･01)
(表9). また , AgN O R数 と核 D NA 量と の 間で ほ , AgN O R数
は 異数倍体 (23例 , 3･99±0･73) で 2倍体 ( 6例 . 2t65 ±0･49) よ
りも有意に 高値 を示 した (p< 0･01) (図5)･ AgN O R数 と D N A
指数と の 間に は有意 な相関が み られ な か っ た が , D N A指数 が
高い 症例 で は , AgN O R数が 高値 を 示 す傾向があ っ た ･
Ⅲ . 糖鎖抗原 の発現 と細胞動態の関連性 の検討
1 . P C N A と糖鎖抗原の 二 重染色
表10に 示 す如く , A 型物質 , C A 19-9 陽性細胞中 の P C N A
LIは C C 全体 で の P C N A LIと ほ ぼ 同 じで あ っ た . 一 方 ,
C E A とLe
X では , 両 者 の 間 に 負 の 相関 の 関係 が み ら れ た .
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P C N Aの 発 現は主 に 胞巣辺綾部の 癌細胞 に み られ た の に 対 し,
C E A, Le
X の 発現ほ 主 に 胸巣内部 でみ られ る傾向が あり , C E A
あ る い ほ LeX 陽性細胞中の P C N A LIは 腫瘍 全体 の P C N A
LIに 較 べ 有意に 少な か っ た (p<0.01)( 図6).
2 . 株化培養細胞 C C K Slを用 い た 検討
1) 蛍光抗体法
定常期 で の 癌細胞は , 比較 的小型 で単層性に 密 に 増殖 して お
り , 対数増殖期 で は , 癌細胞 は 島状 をな して 増殖 して お り, 多
角 形で 核 の 大小不 同を伴 っ て み られ た . 蛍光 抗体法 で は ,
C A 1 9-9 W G A, Co nA ほ∴定常期 . 対数増殖期 の い ずれ に お い
て もび ま ん性陽性像を示 した . 定常期と 対数増殖期に お い て 陽
Table 9, Com parison of AgN OR nu mbers betw e en P C N A
-pO Sitiv e car cino m a c eus a nd
P C N A-n egativ e c arcin o m a c ellsin 7 c ases of cholanglO C ar Cin o rn a
AgN O Rn u mber(m e a n土 S D)in
Cas e


































































過 = 宗 払
u 仙 Ill(1l 川 mt汀!I･
l)N ∧ fll 椚 I･巴 ;(:(】【lC (!
B
FiE･ 5･ AgN O Rstainings a nd D N Ahistogr a ms of chola ngio c ar cin o m a(C C). A : AgN O Rstai血ng a nd D N A histogr a m of po orly
differ e ntiated ade n o c ar cino m a. AgN O Rincre a se sin c a n c er o u s c e11s(m e a nAgN O Rs n u mber ofthis regio nis 4.51 ±1.72.), a nd
D N A histogr a m of this c a se sho w s a n e uploidy (DI= 1･97)･ (arg yr ophilic stai
■
ning for nucleolar orga niz er regio n s, Origin al
m agnific atio n x400)B‥ AgN O Rstaining a nd D N A histogr a m of w el differ e ntiated aden oc ar cin o m a. AgN O Rstaing sho w s a
few dark stain ed dotsin e a ch c a n c er o u s c e11(m e anAgN O Rn u mberin this r egio nis 2.21士1.22.), a nd D N A histogr a m of this
C aSe Sho w sdiploidy(DI= 1･0)･ -(arg yr ophilic stainingfor n u cle olar orga niz er r egio n s, Origin alT甲声nificqtiQ n..不4O8)
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性細胞の 分布や細胞形態 に よ る 蛍光強度 の 差ほ み ら れ な か っ
た .
2) F C Mに よ る検討
定常期細胞に お け る C A 19-9 の 発現量 を , F C M を 用い て 検
討 した ヒ ス ト グ ラ ム を 図 7A に 示 す . 核 D N A量 の 解析 で は 定
常期細胞 の 多く は G｡ Gl 期に あ り , S 期 細胞 は殆 どみ ら れ な
か っ た (図 7A 左). 核 D N A量, 細胞の サ イ ズ と C A 19-9量 の
両 パ ラ メ ー タ ー に よ る ヒ ス ト グ ラ ム (図 7 A中央 , 右) で は 王
C A1 9-9 量と細胞周期 や細胞の サ イ ズ と の 問に 明 瞭な 相関関係
ほみ られ な か っ た . 増殖期 で の 核 D N A量解析 で は ∴定常期に
殆 どみ られ な か っ た S 期細胞 が増加 して お り, 細胞集団 全体の
増殖活性が高い こ と が 示 され た (図7B 左). 核 D N A量 , 細胞
の サ イ ズ と CA 19-9 量 の 両 パ ラ メ ー タ ー に よ る ヒ ス ト グ ラ ム
(図7B中央 , 右) で は増殖期に お い て も C A 19-9量 と細胞周期
や細胞 の サ イ ズ と の 間に 明 瞭な相関関係ほ認 め られ な か っ た .
ま た ∴定常期と対数増殖期 で緑色蛍光 の 強度 つ ま り C A 19-9発
現量に 明確 な差 はな か っ た . レ ク チ ン に よ る 糖鎖発現 の 検討 で
ほ , 定常期 に おけ る W G Aの 結合量 , すなわ ち WG A レ セ プ
タ ー 量を示 す ヒ ス ト グ ラ ム ( 図7C右)で , W G Aレ セ プ タ ー 量
と 細胞 の サ イ ズ に 直線的 な相関関係 が み ら れ た . し か し ,
W G Aレ セ ブ タ → 量 と核 D N A量 と の 間に は直線的 な相関 は み
Fig.6. Double im m u n ostaining of P C N Aa nd Le wis
X
･
PCNA is po sitiv ein the n uclei of chola ngio c ar cin o m ac ells
(arr o whe ads), While LewisX is stain ed m o stly P C N A
n egativ e c ells (arr o w s). (Im m u n ostaining, P AP a nd A B C
m ethod, Origin al m agnific atio n x 320)
られ なか っ た (図 7C 中央). 対数増殖期で の W G Aレ セ プ タ ー
量の ヒ ス ト グ ラ ム ( 図7D) で ほ , 対 数増殖期 で 増加 して い る
S 期細胞で も, 同 様に W G Aレ セ プ タ ー と細胞 の サ イ ズに 正 の
相関関係 がみ られ た (図7D 右). Co nA は 主に 細胞質内に 陽性を
示 した が , F C Mで ほ W G Aと ほ ぼ 同様 の 結果が得 られ , レ ク
チ ン レ セ プ タ ー 畳 は細胞 の 大き さ に 依存 し , 細胞 間期 や増殖活
性と の 関係が少 な い こ と が示 唆 され た .
考 察
血 液型物質を含む糖鎖 ほ , 正 常 の 体 内で 特徴的な分布と局在
を示 し , 発生 , 癌化ある い は壊死炎症 の 過程 で そ の 発現 パ タ ー
ン が変化す る こ と が 知 られ て い る5)20 55 ト S7. また , こ れ らの 糖鎖
抗原 ほ臓器特異的な発現 パ タ ー ン を 示 し, 個体間 に よ る違い も
知 られ て い る . 例 え ば , 腸 管 で ほ Co oper ら
58) に よ れ ば
,
A B H型物質と Le
b
は 正 常成 人 の 遠位大腸粘膜 に は 発現さ れ な
い が近位大腸 に 発現 され ると し , Le
且
と シ ア リ ル Le
且 に 関 し て
は , 成熟 大腸上皮 に お い て は 発現 され , 幼若 な大腸上皮に ほ 発
現 しな い . しか し LeX, y は 逆で , 幼 若 な大腸上皮に 強く発現 さ
れ る .
一 方 , 腫瘍化 に 際 し. 大腸癌や 大腸腺経で ほ近位 と遠位
に 関係な く A B H型物質 と Leb が発現す ると して い る . また ,
胃 で ほ , Hir oha shi ら
59)に よ れ ば, 正常胃粘膜 に は A B H型物質
の 発現はある が , 腫瘍 化と共 に , これ らの 発現 パ タ ー ン が大き
く変動する と して い る . また , Le且 と シ ア リ ル Le8(C A 19-9) ほ
分泌型患者の 腸上 皮化生部に 選択的に 発現す る こ とを 見出 して
い る .
本研究 で ほ , まず , ヒ ト C C での 糖鎖抗原 の 発現 を , C Cの
肉眼お よび 組織病理像 と対比 した . な お , 非癌部肝内胆管上皮
に お い て は , A B H型物質は主に 大型胆管に 発現を 示 し , 小 型
の 小葉間胆管や細胆管で は発現 され な い と い う特徴的 な パ タ ー






, C A 1 9-9 は大型肝内胆管か ら細胆 管




部の 付属腺 と過形成性 の 胆管上 皮以外ほ陰性 で あ り , C E Aは
す べ て の 非癌部胆管上皮 に 陰性 で あ っ た .
さて , C Cで は血 液型抗原が種 々 の 頻度に 発現 して お り , い
く つ か の 点が 明 らか と な っ た . まず第 1 に , C Cの 肝 内で の 解
剖学的な局在 (多くほ発生部位 を反映 して お り , 肝門型 と 末梢
型の 2型 に 分類 され る41)80))と 血液型関連糖鎖抗原 の 発現と の 関
係に 関し て , 末梢型よ り肝門型 で 糖鎖抗原 が よ り発現 され る傾
湊
Tablel O. P C N A LIa nd e xpres sio n of c a rbohydr ate a ntige n sin cholangioc arcin o m a
Antige n s Nu mber of LI(ca rbohydr ate a ntige npo sitiv e c ells) LI(tu m or a s a whole)









LI(c arbohydr ate a ntige n positiv e c ells), P C N A labeling indexin c e11s e xpte ssing ea ch c a rbohydrate a ntige n; LI(tu m or a s a
whole). P C N A labeIinginde x of the chola ngioc arcin om a a s a whole .
*, Statistic ally not differ e nt.
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Fig. 7. Histogr a m s of D N Aa n alysis a nd ca,rbohydr ate r e sidu e s
'
e xpr e ssio n both in statio n al phas e a nd pr olifer ativ e phas e of
C ultur ed C Cc el1 1in e(C C K Sl). A : D N Ac o nte nt a nd C A 19-9 e xpr e ssio nin statio n al phas e. B: D N Ac o nte nt a nd C A 1 9-9
e xpr e ssio nin pr olifer ativ epha se. C: D N Ac o nte nt a nd W G Ar e c eptor e xpr e ssio nin statio n al pha s e. D: D N Aco ntent a nd
W G Ar e c eptor e xpr e ssio nin prolifer a,tiv ephas e.
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向に あ っ た . 統計学的な有意差 はみ られ なか っ た が , 上述 の 如
く , 非癌部胆管で の 血 液型関連糖鎖 の 分布 パ タ ー ン を参考 に す
る と , 肝 門型 で A, B 型物質が高率に 発現 して い た の ほ , C Cに
お ける糖鎖抗原 の 発現は , 発生母 地の 性格を反映す る の か も知
れ な い . しか し , 統計学的 に 有意で ほ なく t 肝 門型 の C C でも
肝門部 に 近 い 部の 小 型胆管か ら発生す る可 能性 がある し, 末梢
型の 胆管 でも血液型関連糖鎖抗原が陽性である比較的太 い 隔壁
胆管か ら C C が発生す る可能性もある .
次 に , C Cの 分化度 と糖鎖抗原の 発現 と の 間に は 明 らか な 関
連 がみ られ た . つ ま り , C Cの 分化度が低下すればする ほ ど ,
血 液型関連抗原 の 発現 は低下 し , 特に A 型抗原 , Le
b
, Ley,
C A 19-9 で ほ 有意 で あ っ た . 他 の 臓器 , 掛 こ膀胱癌で も類似 の
現象が指摘 され て お り4)S), 上 皮系悪性腫瘍濫 共通 した 現象か も
知れ な い . なお , 他の 臓器 で ほ 一 息者の 血液型 と異な る血 液型




こ の ような 現象 は C C で 認 め られ な か っ た . ま た ,
C EA とLe
X
は , 非癌部 の 胆管系で ほ殆 ど発現はなか っ た カ㍉ 癌
部 に 発現が み られ 低分化癌 でも比較的高率に 発現 して い た . こ
の 現象は , 上 述 の A B H型物質や Le両 , C A 19-9 と は逆 の 発現
パ タ ー ン を 示 して い る. Naka m o ri ら
62)は シ ア リ ル Le- の 発現の
増加は l 大腸癌 の 臨床病理学的病期 に 関連 し , 高 頻度 の 再発
と , 予後の 悪さ と 関連 した と報告 して い るが , C C でも類似 の
プ ロ セ ス が 想定 され る . 糖鎖発現の 頻度そ の もの に 加え , 腫 瘍
細胸内 で の 局在も腫瘍 の 分化度に 有意の 関連性を 示 した . す な
わ ち高分化癌 で ほ , 糖鎖 の 発現 は 核 上 塾あ る い は 管腔塾 を 示
し , 低分化癌 で ほ , 膜塾や び まん 型, ある い ほ 問質型が増加 し
た ･ こ の よ うな糖鎖発現 の 極性の 変化ほ腫瘍の 覿織学的分化度
に 深く関連 して生ず る と考 えられ , こ の ような 極性 の 変化 ほ他
の 腫瘍でも報告 され て い る63). 拒織塾お よ び糖鎖発現 の 局在あ
る い は 極性の 変化 は腫瘍細胞の 生物学的特性そ の も の (細胞内
小器官の 変化 , ある い は ある種の痛遺伝子産物に よ る異所性 の
糖の 転移, 腫瘍砿 よ る異常な糖分解酵素産生 な ど6 ㈱), に 関連
して い る と思わ れ る . しか し , さ らに未知の 因子な どに よ る可
能性も考えられ る . な お , 共焦点 レ ー ザ ー 顕微鏡は , これ ら糖
鎖の 細胞内局在を 明確 に 示 した が , 診断そ の もの に は有用 で な
か っ た .
なお , C Cl O例 を用 い , 同 一 例の 異な る部位で , 糖鎖 の 発現
パ タ ー ン を検討 した と こ ろ , C Cの 個人に 関係 し , 組織学的分
化度に 相関 した . こ の こ と は , 糖鎖 の 発現そ の も の が遺伝的 に
決定され たもの で ほ な く l む しろ阻織像に 依存 して い る こ とを
示 すも の と して 興味深 い .
近年 , 細胞動態に 関する研究手法 の 開発に 伴 い , 腫瘍 の 細胞
動態 , 生物学的特性 , 臨床病理的特徴と予後 の 推定 な ど に つ い
て多く の 知見が得 られ つ つ ある23) 糾 3)66卜 68). 例 え ば , 乳 癌 , 肺
癌 , 大 腸癌 な ど で は 悪性度 の 高 い も の ほ ど AgN O R数 ,
P C N A陽性率 が高く , 乳癌 , 胃癌 , 大腸癌 な どでほ 進展 した 癌
や 転移例で D N A異数倍体 が多 い とい う報告が あ る23)2 … 3)6 … 8)
が , 腫瘍に よ っ て , ま た 発生す る臓器に よ っ て 一 致 して い な
い ･ また噂に , 最近 の 報告 で ほ こ れ らの 細胞動腰の 指標 , 掛 こ
P C N Aの 陽性像 に関 して は l そ の 有用性 を疑問視す る報告も
ある88). しか し , C C に関す る こ れ ら細胞動態学的研究 , 特 に
F C M を用い た研究 は殆 どされ て い な い1 9)22). 本研究 は , ヒ トの
剖検材料と手術材料のLcc を対象と し, CC の 細 胞動態学的指
標 と臨床病理学的特徴と の･関連性を検討 した もの で あ り, こ の
よ うな試 み は い ま ま で な され て い な い .
本研究 で は まず第 1 に , 細胞 動態を 示 す各指標間 の 検討を
行 っ た ･ そ の 結果 , C Cで ほ P C NA LI と AgN O Rと は正 の 相
関関係を示 す こ と が 明ら か に な っ た . P C N A と AgN O Rの 二
重染色に よ る結果 は , こ の 関係を 支持す るもの で ある . こ の 所
見ほ , 最 乱 Harris o nらの 報告69), つ ま り肝 で は癌 の 転移や 炎
症で肝細胞 の P C N A発現率 と増殖 と は関係な い が , 胆管 で は
こ の 関連性が ある と報告 して い る こ と と 一 致す る . D N A異 数
倍体は 2倍体 に 較 べ 有意 に 高い AgN O R数を 示 した , 乳癌 で も
Gir ら
23) に よ り同様の 結果が報告 され て い る . しか し , 今障
ら
70}
ほ D NA プロ イ デ イ パ タ ー ン と AgN O R数と ほ 相関を示 さ
な い と報告も して お り , 種 々 の 細胞動態指標間で の 関連性ほ腫
瘍の 発生臓器に よ り異な るの か も Lれな い . また , C Cの 観織
学的分化度の 低下に伴 い AgN OR 数が 増加 して お り , P C NA
LIの 結果もほ ぼ 同様 の 傾向が み られ た . これ ら の 所見 は C Cの
組織学的分化度が , C Cの 増殖能 に 関係する こ と を 示 唆す る .
ま た , F C Mに よ る廓析 で ほ C C の 多 数 が 異数倍体 であ っ た
が , とくに 組織学的分化度が低下す る に つ れ異数倍体を示す例
が増加 し, D N A指数も高値 を示す傾向が あ っ た . 従 っ て ,
C Cに 関 Lて ほ 高分化型腺病ほ細胞増殖能が低く , 核 D N A畳
も2倍体が多く - 一 方, 申分化型 , 低分化型腺病で ほ 細胞増殖
能が高く t 核 D N A畳も異数倍体 が多 い こ と が 明らか に な っ
た ･ なお , 腺 肩平上 皮癌 の 1例 は (AgN O R数が4.24 と高値 で ,
D N A指数が1.55の 異数倍体を 示 し), 低分化型腺病と同様 の 増
殖能を 示 した .
次い で , 細胞 動態的検索 と悪性腫瘍の 特徴の 一 つ で ある転移
との 関連性 を検討 した . 他臓器 に 発生す る腫瘍(大腸癌, 胃癌
な ど) で ほ転移例 で核 D N A量 の 多 い こ と が よ く知 られ て お
り
6T)68)
t 特 に 異数倍体を 示 す悪性腫瘍 が 転移頻度が 高 い と され
てい る67). 本研究 で は リ ン パ 節転移 の ある C Cで D N A指数 が
高く , ま た異数倍体 の 占め る割合が多か っ た . ま た , 臓器 転移
で も同様 の 傾向が認 め られ た . しか し , P C N A LI や AgN O R
数と 転移 と の 間 に 明確 な関連性は得 られ な か っ た . こ れ ら の 結
果よ り, CC の 転移能の 指標 と して , 現時点で は , 核D N A量の
検索が最も重要 と結論 され た .
腫瘍 が進展す る と ∴組織学的に も生物学的に も腫瘍 に 不 均質
性(heter oge n eity) の 出現する こ と ほ広 く知 られ て い るれ)72. こ
の 不均質性 に つ い て細胞動態学の 観点か ら C Cに つ い て検出 し
た と こ ろ , 同 一 腫瘍 で も異な る部位 で ほ 異 な る AgN O R数 ,
P C N A LI, プ ロ イ デ ィ パ タ ー ン を 示 す例 が あり , 異 な る ク ロ ー
ン の 存在が 示 竣 され た . つ ま り ∴組織像 の み な らず , 増殖活性
や プ ロ イ デ イ パ タ ー ン に お い て も不 均質性 の 存在す る こ と が 示
唆され た .
なお , 他臓器の 腫瘍 で ほ 発生部位 の 違 い に よ る腫瘍 の 細胞動
態 の 差異が報告 され て い る73)が , C Cの 肝門型と末梢型間で の
細胸動態差異に 関 して ほ ▲ 現在ま で の 所そ の よう な検索ほ な さ
れ て い な い . 本研究 では AgN O R数 , P C N A LI, 核 D N A量の
い ずれ も肝門型と末梢型で明ら か な差異が み られ な か っ た . し
か し, 今回検討 した C Cほ剖検例あ る い は 外科的切除例で あ
り , い ずれ も進展 した例 が多く t 腫瘍発生初期の 段階の 症例 を
用 い 細胞動態学的研究を行う こ と が必要であ り , そ の こ と に よ
り発癌と細胞動態との 関連性 が さ ら に 明 ら か に な る と 思わ れ
る .
最後に , C Cで の 糖鎖抗原の 発現と細胞動態 の 関連 で は , ヒ
湊
肝内胆管癌の 病理 学的研究
ト C C組織切辺 を用 い た 免疫 二 重染色 に よ る検討で , C E A と
LeXの 発現は P C N Aの 発現と 負の 相関を示 した . 今回 検討 した
症例 では , P C N Aの 発現が 主 に胞巣辺縁部 の 癌細胞に み られ た
の に 対 し, C E A, Le
X
の 発現は主 に胞巣内部で み られ る傾向が
あ っ た の で , 腫瘍全体 の P C N A LIに 比 し , 糖鎖抗原の 発現の
ある細胞の P C N A LI が低く な っ た と考え られ る , な お , A 型
物質と C A 19-9 の 発現は P C N Aの 陽性率 と は関連が認め られ
なか っ た .
次に , 株 化され た ヒ ト C C(C C KSl)を 用い , 細胞集団の 増殖
性お よ び細胞動態 と糖鎖(抗原)の 発現様式 と の 関連性 を検討
した . こ の よ う な 研究 は膀胱癌 , 肺 癌 な ど で は 報告 が あ る
がT 卜
T8)
, C C で は最初の 培養実験系で の 基礎的研究 と思われ る .
そ の 結果, 以下 の 二 つ の 所 見が得 られ た . 一 つ は , 蛍光染色法
に お い て 定常期 , 対 数増殖期細胞共 に C A1 9-9, レ ク チ ソ
(W G A, ConA)が 細胞集団全体に び ま ん性 に 陽性 を示 し, 陽 性
細胞 の 分布や形態的な違 い に よ る 蛍光強度 の 差 は認 め られ な
か っ た . 二 つ 目 は , F C Mに よ る検討で , 対数増殖期で は S 期
細胞 の 増加が み られ細胞集団 の 増殖能 が高 い こ と が 示 さ れた
が , 定常期 と対数増殖期で , 各抗原の 発現量 に 有意差ほみ られ
なか っ た . また , 各抗原 の 発現量と核 D N A量すな わ ち細胞周
期と の 間に 明瞭な相関関係は み られ な か っ た が , レ ク チ ン レ セ
プ タ ー の 発現量は 細胞の サ イ ズ と正 の 相関関係 が認め られ た .
P C N A との 二 重染色の 結果 お よび 培養株 を用 い た 検討 よ り ,
C C では,`
一 部 の 糖鎖ほ 細胞周期 に 依存す る可 能性がある が ,
多くの 糖鎖 の 発現は細胞周期 に依存 しな い 可 能性が 示 唆 され
た . 一 方 , 膀胱癌実験系で , レ ク チ ン レセ プタ ー の 発現量と細
胞の サ イ ズ の 相 関が報告され て お り76), 今回 の 実験結果に 一 致
す るもの と考 え られ る . 組織学的 に 腫瘍内に み られた 糖鎖抗原
発現の 不 均質性 ほ ク ロ ー ナ ル な変 化, 周 囲の 環境 へ の 反応に よ
る変化 , ある い は癌 の 浸潤に 関連 した変化 な どの 可能性が考え
られ た .
今回 は 剖検例や外科的切除例な どの 進展 した C C を対象と し
た が , 今後ほ 針生検な ど小 さな肝生検材料 に お い て も, 糖鎖抗
原の 発現や細胞動態と形態 との 関連の 検討が必 要と 思われ る .
そ して , こ れ らの 指標と 個 々 の 症例 の 予後 と の 関連性 を検討
し, 最終的 に は 治療の 選択を決定す る上 で 有用 な指標と な る か
どう か を検討す る必 要性 がある と考 え られ た .
結 論
C Cの 剖検 , 外科材料 お よび 培養細胞株 を用 い , 糖鎖抗原 の
発現お よ び細胞動態学的指標 と臨床病理学的特徴と の 関連性を
検討 し , 以下の 結論 を得た .
1 . C C での 糖鎖抗原の 発現ほ , 末梢型に 較 べ 肝門型に や や
多く発現が み られる債向があ っ た . 細胞動態学的に ほ肝門型と
末梢型 との 間に 差は なか っ た .
2 . C C に お け る糖鎖抗原の 発現率は腫瘍 の 分化度と関連 し ,
低分化癌で発現率が低下す る傾向があ っ た . また , 糖鎖抗原発
現の 腫蕩細胞内で の 局在も変化 し , 分化度が低下す るに 従 っ て
極性 の 消失 がみ られ た . こ れ ら の 所見は 共焦点 レ ー ザ ー 顕徽鏡
で も確認 され た . な お , C C で ほ患者 の 血 液型と異なる フ 羊 ノ
タ イ プ の 発現は み られ なか っ た .
3 . 細胞 動態学的解析 で , 組 織学的分化度 の 低下 に 伴 い
AgN O R数 , P C N A LI が増加 し , 核D N A畳も異数倍体も多
か っ た . 従 っ て ∴組織学的分化度 が C Cの 増殖能 に関連する こ
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とが 示唆 され た .
4 . 剖検例で検索 した転移 との 関連で ほ 一 リ ン パ 節転移例の
C Cで D N A指数が高く異数倍体 の 占め る割合 が多か っ た .
5 . C Cに お い て ほ糖鎖抗原 の 発現に お い て も細胞動態学的
に も 一 部の 症例で 腫瘍内に 不 均質性が認 め られ た .
6 . P C N A と糖鎖抗原の 二 重染色 で は , P C N A LIとC E Aあ
る い は Le‡ の 発現が負の 相関を示 し , 細胞動態 との 関連性が 示
酸さ れた .
7 . 培養株 で の 蛍光抗体法と F C Mに よる検討 で , 定常期と
対数増殖期 で , C A1 9-9, レ ク チ ン (W G A, Co nA) レ セ プ タ ー の
発現量に 有意差は み られ なか っ た . また , レ ク チ ン レ セ プ タ ー
の 発 現量 は細胞の サ イ ズ と 正 の 相 関関係 が認 め られ た が ,
CA 19- , レ ク チ ン レ セ プ タ
ー の 発現量と核 D N A量すなわ ち 細
胞周期と の 間に 明瞭な相関関係ほ み られ な か っ た .
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PathologicalStudy ofIntrahepatic Chola ng10C arCinom a:An alysis of Ce11Ein esis a nd Expressio n of Ca rbohydr ate
Residu es Hiroshi M in ato, Departm entof Path010g y(Ⅱ), Schoolof Medicin e, K an a Z a W aUmiversity, K an aZaWa92 0- J.
Ju z eIIMed S∝ . ,103, 330- 347(1994)
Key w o rds cholangl∝ ar Cin o m a, de n ∝ ar Cin o m a, C arbohydrate residu es, C ell kinetics,im m unOhistoche mistry
Abstr act
Tbe relado nshipbetw eenbiological behavior and m oIphology ofintrahepatic cholangi∝ arCin o m a(C C)w asinvestigated
by studカngthe e xpressio n ofc arbd hydrate residu es and cell kin etics rel v an t tOhistology, t um Ordi蝕re ntiation and the
intrahepadcloc aton of C C･ Sev enty丘ve cases ofC Cw eredivided into theperipheraltype(31c ases) andthe hilartyPe(4 4
C aSeS), a nd als ohistologically, Withw ell(21 c as es)di ffere ntiated, m Oderately differe ntiated(26cases), and po orly
di 飴remiated ade n oc ar Cin o m a(24 cases), r e Spe Ctively･ T here w erefour cases ofaden osqu am OuS C ar Cino m a. W ithrespeCt
to the reladonshipbetw een e xpression ofcafbohydrate residues and di蝕remiation of C C, im m u n ore activity of A, Lewis
(b)
b
, Ley and cafbdhydrate antigen19-9(C A19-9) w as reduc ed signific andy in acc ordan C e With tu m ordedi蝕rentiation
b<0･05). Thepolarity of catbohydrate residu es ex amined w asals o redu ced in pr opordon to dlededi蝕remiation of C C
(e･g･ S uPr an u Cle ar orl umim al staining patte rn S W eref qu entin w elldiffer entiated ade n ocarcinom a, While diffuse
CytOPlas mic or str o malstainingpatter ns w erepr evalentinthosepo orlydi脆rentiated). T hese stainingpatterns were cle ar1y
Sho w nby c onfbcal1aser scannlng microsc opy･ In aden osqu am aOu S C ar Cin o m a, e XPreSSion ofcafb d hydrate residues w as
Similarto thatin po orly diffbre ntiated c ases. A , B and Htendedto be m orefrequ entin the hilarC Cs thanin the
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peripheralC Cs･ The c ell kinedc
s ofC Cw as an alyzedin48c asesbyc o un h ng the n umber ofarg yrophilc n ucle olar o
rganizer
regio ns(AgNOR), u Singim m un OStain ing ofpr oliftratingc ellnucle ar amigens(P C N A)
and flow cyto m ebic D NA analysisin
48 c as es. Dedi ff tre ntiation of CC w as c orrelatedby AgNOR nu mber(2･2 2 ±0･2 1 in w elldi 触retiated, 3･66±0･85in
m oderately di 触remiated and 4･17±0･49 in po orly diferentiatedaden oc arcin o m as, r e SpeCtiv ely)･ In 2 2cases, thelabeling
index(LI) of PC NA w ashigherin moderately and poorly diferentia edade n oc arcin o m as(24･0±2･35 a nd 26･0
±4･89,
re speCdvely)thanin w elldiffer entiated on es(10･8±2･1 4)･ A min ority ofw e11 differentiated o
nes w as an euploid(33･3%)･
while an euP10idy w aspre valentin m oderately(84･6 %) andpoorlydifftremiatedo nes(
100 %)･ In autopsy cases, thepatients
with lym Phn ode m etastases sho w ed a signi負c andyhigherD N A inde x(withm etastases･ n
=19, 1･63±0･33;nO m etaStaSeS,
nd , 1.08± 0.09)･
rme an atO micalloc ation ofC Calongthebiliary b
･
e ehadn o sta丘stic alrelatio n to ei血er of the cell kinedc
data. T he relatio nshipbetw e en expresio n ofc arbohydrate residue and c ell kinesis ofC Cw as ex amin ed
in par affin -
e mbedded tissue usingdoubleim m un ostaining, and als oin c ultured C Ccell line(C CKSl)using theim m un 0flu oresce nt




correlated withPCN A LIas awhole tl皿 Or(PCN A LI in CE A expre s sing cells, 3･6士2･5 vs PCN A L Iasa whole tum or,
34.1±7.4;PCN A L I in Le wis
X e xpressingcells, 4･5±3･7 v sP C N A LIas a whole t um Or, 32･5± 5･3)･ In CCK S l} eXPreSSion
of CA 19-9, Whe atger magglutinin(WGA)andc o ncan aVal in A(ConA)rec eptor w as n o t signi丘c andy di飴rentbetw e e
n the
stationalphase andproliftradvephase･ T his studyimpliesthat a c o mbinat
ion ofc arbohydrate residu e e xpression andsev eral
cellkin eticdatais valu ableforthe ev alu atio n ofdlehistologic algrades and biological behaviors ofCC･
